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Compositions de particules lipidiques solides monodisperses. 
La presente invention concerne des compositions de particules lipidiques 
solides monodisperses comportant des principes actifs. 

Les compositions de particules lipidiques solides sont particulierement utiles 
5 pour la preparation de systemes de delivrance pour ['administration d'un ou plusieurs 
principes actifs a Thomme et a I'animal ou la preparation de vaccins. L'administration 
peut avoir lieu notamment par les voies d'administration telles que la voie orale, voie 
intraveineuse, voie sous-cutanee, voie intramusculaire, voie nasale, voie pulmonaire, 
voie oculaire et la voie topique. 
10 Selon le mode d'administration choisi, l'administration, notamment de 

principes actifs peu hydrosolubles et hydrosolubles, pose des problemes particuliers. 

Ainsi, dans le cadre de la voie orale, il est important d'assurer une bonne 
biodisponibilite, a savoir un pourcentage de principe actif absorbe, c'est a dire 
present dans la circulation sanguine, suffisant et dont la variability chez un meme 
15 individu, entre differentes prises, et d'un individu a I'autre est satisfaisante. 

Molecules peu hydrosolubles. Pour etre absorbee par voie orale, un principe "q 
actif doit d'abord etre solubilise ou disperse dans les fluides digestifs et traverser 
ensuite I'epithelium intestinal. D 
On connaTt des moyens de solubiliser ou de disperser des principes actifs en «^ 
20 milieu aqueux, tels que Incorporation dans des systemes auto-emulsifiants, des 

micelles ou des liposomes. Cependant, ces procedes ne donnent pas entierement ^ 
satisfaction dans la mesure ou les objets en suspension obtenus ne sont pas 
suffisamment stables au stockage et dans les fluides digestifs. 

Les suspensions de particules lipidiques solides permettent de solubiliser et de 
25 disperser les substances actives. En effet, disperses a chaud sous forme de 
gouttelettes, puis refroidis et solidifies, ces materiaux peuvent encapsuler des 
principes actifs prealablement solubilises ou disperses dans le lipide fondu. La 
simplicity du procede en a fait un concurrent serieux des systemes de polymeres 
coprecipites en nanoparticules. 
30 Recemment, des suspensions de nanoparticules lipidiques solides, aussi 

appelees « SLN » (solid lipid nanoparticles) ont ete mises au point. Ce type de 



WO 2005/041930 



PCT7FR2004/002480 



systeme presente I'avantage (i) de pouvoir etre fabrique sans solvant, (ii) d'etre 
biodegradable, (iii) exempt de residus de synthese toxiques (les SLN peuvent etre 
prepares a partir d'excipients agrees pour la pharmacie), (iv) stable vis-a-vis de la 
coalescence 

5 Les SLN sont stabilisees par la presence d'agents de surface. Cependant, la 

stabilite colloTdale en suspension lors du stockage et en cours de procede de 
preparation ne peut etre assuree au-dela d'une certaine concentration en phase 
dispersee, a savoir queiques pourcents en poids (2 a 5 %). Pour des concentrations 
plus elevees, il est difficile d'eviter I'agregation des particules. 

10 Ainsi, le document EP 0 605 497 decrit une suspension en phase aqueuse de 

particules lipidiques comprenant une substance active. Cependant, les particules 
obtenues selon ce document ne sont pas monodisperses. Or Thomogeneite de la 
repartition granulometrique des particules lipidiques solides dans le cadre de 
Tadministration par voie orale est un parametre important dans la mesure ou la taille 

15 des particules conditionne (i) la Vitesse de liberation du principe actif, (ii) les 
interactions avec la muqueuse gastro-intestinale (compte tenu de la surface 
developpee elevee des petites particules et des proprietes de bioadhesion qui en 
resultent), (iii) la degradation par les enzymes digestives, les lipases, qui est un 
phenomene de surface, (iv) le passage des particules a travers Tepithelium intestinal. 

20 Les effets attendus de la microencapsulation sont (i) une amelioration de la 
solubilisation et/ou de la dispersion du principe actif, (ii) une protection contre la 
degradation par les enzymes digestives et/ou les enzymes du metabolisme intestinal 
tels que les CYP3A4 (en particulier pour les substances actives d'origine naturelle), 
(iii) la possibility de co-delivrer un inhibiteur des P-glycoproteines, (iv) le cas echeant 

25 une protection de la muqueuse gastro-intestinale lorsque les principes actifs sont 
irritants, (v) une augmentation du transport par voie lymphatique lorsque les 
constituants des particules promeuvent la production de lipoproteines. 

Les documents US 5,785,976 et US 5,885,486 au nom de Westensen et al. 
decrivent des suspensions de particules lipidiques solides. 

30 Le document US 6,197,349 au nom de Westensen decrit un systeme 

d'administration de substances actives peu solubles au moyen de particules 
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surfondues appelees PSM (acronyme anglais pour « particles of supercooled melt ») 
et leurs suspensions. Ces particules contiennent hormis la substance active 
seulement des additifs pour reduire leur temperature de fusion ainsi que des 
stabilisants, notamment amphiphiles. lis ne contiennent done pas de lipides 
5 proprement dits. 

Le document US 6,207,178 au nom de Westensen decrit des suspensions de 
particules lipidiques cristallisees de forme anisotrope. 

Principalement, deux procedes sont mis en oeuvre pour fabriquer ces 
emulsions cristallisables : I'homogeneisation haute pression ou le melange intensif, 

10 eventuellement I'ultrasonication, a chaud, suivi d'un refroidissement. Dans les deux 
cas, les particules obtenues ont un diametre largement inferieur au micron. 

Molecules hydrosolubles. La faible biodisponibilite apres administration par 
voie orale des molecules hydrosolubles est liee a leur faible diffusion a travers les 
membranes biologiques de ('epithelium intestinal. Les effets attendus de la 

15 microencapsulation sont (i) une augmentation du temps de residence devant la 
fenetre d'absorption du tractus gastro-intestinal (liee aux proprietes bioadhesives des 
petites particules), (ii) une protection contre la degradation par les enzymes 
digestives et/ou les enzymes du metabolisme intestinal tels que les CYP3A4 (en 
particulier pour les substances actives d'origine naturelle telles que les peptides, les 

20 proteines, les acides nucleiques), (iii) la possibility de co-delivrer un inhibiteur des P- 
glycoproteines, (iv) une augmentation de la concentration locale de la molecule active 
a proximite de la membrane des cellules intestinales favorisant la diffusion, (v) le cas 
echeant une protection de la muqueuse gastro-intestinale lorsque les principes actifs 
sont irritants, (vi) une augmentation du transport par voie lymphatique lorsque les 

25 constituants des particules promeuvent la production de lipoproteines. 

Une limitation du procede de preparation des SLN pour les molecules 
hydrophiles tient a leur faible capacite d'encapsulation liee a la faible solubilite des 
molecules hydrophiles dans les huiles. Pour augmenter le taux de charge 
(pourcentage de principe actif dans les particules en masse), il est possible 

30 d'encapsuler la molecule active en la solubilisant dans une phase aqueuse et en 
preparant initialement une emulsion double eau-dans-huile-dans-eau. 
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Uarticle de Garcia-Fuentes et a/., Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 27 
(2002), 159-168, decrit la preparation de particules lipidiques par emulsion double 
pour Tadministration orale de proteines. Cependant le protocole met en oeuvre une 
solution de tripalmitine (triglyceride) et de lecithine (phospholipides) dans le chlorure 
5 de methylene. II ne s'agit done pas d'un procede sans solvant. 

Par ailleurs, I'emulsification par ultrasonication conduit a une calibration des 
particules dans une fourchette de taille restreinte a 0.15-0.5 pm. Enfin, I'agent de 
surface utilise afin de leur conferer une meilleure stabilite dans les fluides digestifs 
est !e PEG-stearate. 

10 Ces particules tendent cependant a presenter une aggregation forte et rapide 

au stockage au-dela d'une concentration de 5% en poids. 

Dans le cadre de la voie nasale, les effets attendus de la microencapsulation 
sont (i) une augmentation du temps de residence devant la muqueuse nasale (liee 
aux proprietes bioadhesives des petites particules), (ii) une protection contre la 

15 degradation par les enzymes, (iii) une augmentation de la concentration locale de la 
molecule active a proximite de la muqueuse nasale favorisant la diffusion. 
L'homogeneite de la repartition granulometrique des particules lipidiques solides 
dans le cadre de I'administration par voie nasale est un parametre important dans la 
mesure ou la taille des particules conditionne (i) la vitesse de liberation du principe 

20 actif, (ii) les interactions avec la muqueuse nasale (compte tenu de la surface 
developpee elevee des petites particules et des proprietes de bioadhesion qui en 
resultent), (iii) la biodegradation, (iv) le passage des particules a travers la muqueuse 
nasale. Toutefois, la fourchette de taille donnant les meilleurs resultats en termes de 
biodisponibilite et d'efficacite peut etre decalee par rapport aux autres voies, en 

25 particulier la voie orale. 

Dans le cadre de la voie pulmonaire, la repartition granulometrique des 
particules administrees est egalement importante. Pour atteindre les alveoles 
pulmonaires, les molecules actives doivent etre encapsulees dans des particules 
solides ayant des proprietes aerodynamiques particulieres. Dans Tetat actuel des 

30 connaissances, on sait qu'une distribution de taille centree sur 3-5 pm permet une 
delivrance optimisee. De nombreux precedes ont ete proposes pour preparer des 
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poudres dont les particules ont une distribution de taille resserree autour de 3-5 pm : 
atomisation, precipitation dans un non solvant, technologies utilisant le dioxyde de 
carbone a Petat supercritique. Cette technologie presente une alternative pour 
produire de telles particules. 
5 Dans le cadre de I'administration par voie sous-cutanee, des microparticules 

lipidiques peuvent etre preparees dans le but de proposer une alternative au 
microspheres polymeriques. Dans Particle de Reithemeier et a/., Journal of Controlled 
Release 73 (2001) 339-350, un peptide est encapsule dans des particules de 
tripalmitine par un procede de double emulsion. Cependant, ici encore, un solvant 

10 organique est utilise. L'homogeneite de la repartition granulometrique des particules 
lipidiques solides dans le cadre de I'administration par voie sous-cutanee est un 
parametre important dans la mesure ou la taille des particules conditionne (i) la 
vitesse de liberation du principe actif, (ii) la vitesse de degradation des particules et 
leur temps de sejour sous la peau, (iii) leur interaction avec le systeme immunitaire 

15 (macrophages). Les contraintes sont pratiquement les memes pour la voie 
intramusculaire. 

Dans le cadre de la ,voie intraveineuse, la taille des particules doit etre 
inferieure au micron pour etre compatible avec la circulation dans le flux sanguin. 

Enfin, dans le cadre de la preparation de vaccins, la repartition de taille des 
20 particules doit etre adaptee a la destination souhaitee de I'antigene (cellules 
presentatrices d'antigenes) en fonction de la voie d'administration et de I'accessibilite 
aux cellules immunocompetentes. 

^invention a done pour but de proposer un procede de preparation de 
25 particules lipidiques monodisperses comprenant au moins un principe actif ne 
presentant pas les inconvenients de Tart anterieur et qui soient appropriees 
notamment pour les voies d'administration indiquees ci-dessus. 

Elle a egalement pour objet une composition utile pour la mise en oeuvre de ce 
procede. 

30 Elle a enfin pour objet I'utilisation de ces compositions pour la preparation de 

systemes de delivrance de principes actifs. 
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Selon Nnvention, il est alors propose une composition comprenant line phase 
lipidique monodisperse dispersee dans une phase aqueuse continue, dans laquelle la 
phase lipidique comprend au moins un lipide cristallisable, au moins un principe actif 
et au moins un compose stabilisant la phase dispersee comportant deux chaines 
5 d'acides gras et une chatne polyethylene glycol. 

Par « monodisperse », on entend une distribution granulometrique tres etroite 
des gouttelettes ou globules dans la composition. On considere que la distribution est 
tres etroite lorsque la polydispersite est inferieure ou egale a 40%, et de preference 
de Cordre de 5 a 30% r par exemple entre 15 et 25%. La polydispersite est alors 
10 definie comme etant le rapport de Tecart-type de la courbe a la mediane representant 
la variation du volume occupe par la matiere dispersee en fonction du diametre des 
gouttelettes ou globules au diametre moyen des gouttelettes ou globules. 

On entend par « lipide solide » ou « lipide cristallisable », un lipide dont le 
point de fusion est superieur a la temperature ambiante, et plus precisement des 
15 lipides ayant un point de fusion de 30 a 95°C et de preference entre 35 et 75°C. 

La composition selon I'invention est stable pendant le temps requis, et 
notamment celui necessaire pour la recuperation des particules seches, par exemple 
par lyophilisation, a partir de celle-ci. On entend par « stable » le fait que les 
particules restent individualisees, non agregees. Avantageusement, cette stabilite est 
20 conservee meme lorsque la concentration en phase dispersee est elevee, 
notamment lorsqu'elle est superieure a 5 % en poids. 

La composition selon I'invention est avantageusement compatible avec la 
presence d'une teneur elevee en phase dispersee. De ce fait, elle permet de preparer 
des systemes d'administration presentant une concentration elevee en principe actif. 
25 De tels systemes d'administration ont pour avantage de limiter le volume ingere, ce 
qui favorise I'acceptance de la part des patients. 

La teneur en phase dispersee peut ainsi largement varier selon I'application 
visee. La composition selon I'invention peut ainsi comprendre notamment de 0,01 a 
30 % en poids de phase lipidique. 
30 Par ailleurs, le principe actif peut se partager entre la phase lipidique et la 

phase aqueuse au cours du procede. Une teneur elevee en phase dispersee permet 
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de deplacer Pequilibre vers la phase lipidique et d'ameliorer le rendement 
d'encapsulation. 

La phase lipidique dispersee de la composition peut etre monophasique ou 
comprendre en outre une deuxieme phase aqueuse, dite interne, dispersee dans 
5 celle-ci. 

Dans le premier cas, on est, a la temperature de fusion du lipide cristallisable, 
en presence d'une emulsion simple huile/eau. Apres refroidissement jusqu'a 
solidification du lipide cristallisable, la phase lipidique dispersee se transforme en 
particules lipidiques solides. 
10 Dans le deuxieme cas, il s'agit a la temperature de fusion du lipide 

cristallisable d'une emulsion double eau/huile/eau. Une fois refroidie, on obtient a titre 
de phase dispersee des particules lipidiques solides presentant des cavites aqueuses 
ou vides (i.e. contenant de I'air ou un gaz). 

Dans les deux cas, il est possible d'isoler la phase dispersee afin d'obtenir des 
15 particules lipidiques monodisperses contenant le ou les principes actifs. 

Le diametre moyen de la phase dispersee dans la composition selon 
['invention est generalement compris entre 0,2 et 50 micrometres, de preference 
entre 0,3 et 10 et tout particulierement entre 1 et 6 micrometres. 

La composition selon ['invention comprend a titre de stabilisant un compose 
20 stabilisant portant deux chaTnes d'acides gras et une chaTne polyethylene glycol. 

A titre de stabilisant, Tutilisation d'esters d'acide gras du glycerol partiellement 
etherifies avec du polyethylene glycol est particulierement preferee. L'acide gras 
peut etre notamment un acide mono ou dicarboxylique sature ou non, lineaire ou 
ramifie comportant 8 a 24 atomes de carbone. De preference, il s'agit d'un stearate. 
25 Avantageusement, le stabilisant est un ester de polyethylene glycol comprenant 25 a 
1000 motifs, et en particulier 32 a 200 motifs de polyethylene glycol. 

De preference, la composition comprend de 0,001% a 30%, de preference de 
1% a 10% en poids de stabilisant. 

La phase aqueuse de la composition selon I'invention peut comprendre, le cas 
30 echeant, un epaississant. L'epaississement de la phase continue contribue a la 
stabilisation de Temulsion. De tels epaississants peuvent avantageusement etre des 
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sels cTacide alginique tels que I'alginate de sodium. L'epaississant peut etre present 
dans la composition a raison de 0,001 a 10 %, de preference de 0,1% a 5% en poids, 
par rapport a I'ensemble de la phase aqueuse continue. 

La phase continue aqueuse peut contenir en outre et comme par exemple le 
5 trehalose, des electrolytes, tampons ou encore des conservateurs. 

La phase aqueuse continue de la composition peut comprendre en outre 
d'autres agents tels que des agents assurant I'isotonicite du systeme, des 
cryoprotecteurs, des tampons ou encore des conservateurs. 

Parmi les agents cryoprotecteurs, on peut citer notamment les polyols et les 
10 electrolytes. En particulier, conviennent par exemple la glycerine, le mannose, le 
glucose, le fructose, le xylose, le trehalose, le mannitol, sorbitol, xylidine ou autres 
polyols tels que le polyethylene glycol. A titre d'electrolyte, on peut citer le chlorure 
de sodium. 

La phase lipidique dispersee de la composition selon I'invention comprend au 

15 moins un lipide cristallisable. 

Parmi les lipides cristallisables conviennent notamment des mono-, di- ou 
triglycerides decides gras naturels ou synthetiques, les cires naturelles ou 
synthetiques, les alcools de cires et leurs esters, les alcools gras et leurs esters et 
ethers, les acides gras et leurs esters, les glycerides d'acides gras et les huiles 

20 vegetales, animales hydrogenees, seuls ou en melange. 

Plus particulierement, on peut citer les mono-, di- ou triglycerides d'acides 
gras satures ou insatures comportant 8 a 24 atomes de carbone, tels que le 
glyceride trimyristate, le glyceride tripalmitate, le glyceride monostearate, le 
cetylpalmitate et I'huile d'olive hydrogenee. 

25 De tels lipides sont disponibles dans le commerce, notamment sous les 

denominations suivantes : Suppocire® DM, Precirol® ATO 5, Geleol®, Gelucire® 
43/01, Gelucire® 62/05, Gelucire® 39/01, Gelucire® 50/02 (Gattefosse), Dynasan® 
114, Dynasan® 116, Imwitor® 960K, Imwitor® 491, Imwitor® 900P, (Sasol), 
Oliwax® (QuimDis). 

30 Le lipide solide de la phase dispersee a comme fonction de microencapsuler 

un principe actif non hydrosoluble (celui-ci peut etre dissout ou disperse dans le lipide 
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solide) oil un principe actif hydrosoluble (celui-ci peut etre solubilise dans la phase 
aqueuse interne de I'emulsion double ou disperse dans le lipide). 

Par ailleurs, il peut etre avantageux que la phase lipidique comprenne au 
moins deux principes actifs. 
5 Le ou les principes actifs peuvent etre hydrosolubles ou peu hydrosoluble. 

En effet, il est possible, dans le cas de compositions dont la phase dispersee 
comporte une phase aqueuse interne de vehiculer, seul ou en association avec les 
principes actifs peu hydrosolubles, des principes actifs hydrophiles. 

Selon un mode de realisation specifique de I'invention, la phase lipidique 
10 comprend au moins un principe actif hydrosoluble et au moins un principe actif peu 
hydrosoluble. 

Le principe actif peut etre notamment un principe actif pharmaceutique, 
veterinaire, phytosanitaire, cosmetique ou agroalimentaire. Par ailleurs, il peut etre 
un detergent, un nutriment, un antigene ou un vaccin. De preference, il s'agit d'un 

15 principe actif pharmaceutique. 

De preference, le principe actif pharmaceutique est choisi parmi le groupe 
constitue par les antibiotiques, hypolipidemiants, antihypertenseurs, agents 
antiviraux, betabloqueurs, bronchodilatateurs, cytostatiques, agents psychotropes, 
hormones, vasodilatateurs, anti-allergique, antalgique, antipyretique, 

20 antispasmodique, anti-inflammatoire, anti-angiogenique, antibacterien, anti-ulcereux, 
antifongique, anti-parasitaire, antidiabetique, antiepileptique, antiparkinsoninen, 
antimigraineux, anti-Alzheimer, antiacneique, antiglaucomateux, antiasthmatique, 
neuroleptique, antidepresseur, anxiolytique, hypnotique, normothymique, sedatif, 
psychostimulant, anti-osteoporose, anti-arthritique, anticoagulant, antipsoriasis, 

25 hyperglycemiants, orexigene, anorexigene, antiasthenique, anti-constipation, anti- 
diarrhee, anti-traumatique, diuretique, myorelaxant, medicament de I'enuresie, 
medicament des troubles de I'erection, vitamines, peptides, proteines, anticancereux, 
acides nucleiques, ARN, oligonucleotides, ribozymes, ADN. 

Par ailleurs, il peut se reveler avantageux d'associer le ou les principes actifs 

30 a un agent modulant I'absorption par voie orale ou un inhibiteur enzymatique, par 
exemple un inhibiteur de la P-glycoproteine ou un inhibiteur de protease. 
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. 10 

Selon un autre aspect, I'invention concerne un procede de preparation d'une 
composition comprenant une phase lipidique monodisperse dispersee dans une 
phase aqueuse continue, dans laquelle la phase lipidique comprend au moins un 
lipide cristallisable, au moins un principe actif, et un stabilisant, comprenant les 
etapes consistant a : 

i. introduire dans le lipide cristallisable le ou les principes actifs; 

ii. disperser la phase lipidique obtenue dans la phase aqueuse en 
presence d'un stabilisant, pour former une emulsion ; 

iii. soumettre I'emulsion obtenue a un cisaillement pour former une 
emulsion monodisperse. 

Selon un autre aspect encore, I'invention concerne un procede de preparation 
d'une composition comprenant une phase lipidique monodisperse dispersee dans 
une phase aqueuse continue, dans laquelle la phase lipidique comprend au moins 
un lipide cristallisable, au moins un principe actif, un stabilisant et en outre une 
phase aqueuse dispersee, comprenant les etapes consistant a : 

L disperser une solution aqueuse comprenant le ou les principes actifs 
dans le lipide a I'etat fondu contenant le cas echeant un ou plusieurs 
principes actifs en presence d'un agent tensioactif lipophile; 

ii. soumettre I'emulsion obtenue a un cisaillement afin de la rendre 
monodisperse ; 

iii. incorporer I'emulsion monodisperse dans une phase aqueuse en 
presence d'un stabilisant pour former une emulsion double ; 

iv. soumettre I'emulsion double obtenue a un cisaillement pour former une 
emulsion double monodisperse. 

Le cisaillement controle permet de rendre les gouttelettes de phase dispersee 
monodisperses ; il permet cependant aussi de controler la taille des gouttelettes ou 
globules. 

De preference, le cisaillement controle est realise en mettant I'emulsion en 
contact avec une surface solide en mouvement, le gradient de la Vitesse 
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caracterisant I'ecoulement de I'emulsion etant constant dans une direction 
perpendiculaire a la surface solide en mouvement. Un tel cisaillement peut etre 
realise par exemple dans une cellule constitute de deux cylindres concentriques en 
rotation Tun par rapport a I'autre, telle qu'une cellule « Couette ». Dans ce type de 
5 cellule, le cisaillement est alors defmi par le nombre de tours par minutes et I'espace 
entre les deux cylindres. 

Pour les details de ce procede, il est renvoye notamment aux demandes WO 
97/38787, FR 2767064 et WO0185319. 

L'emulsion obtenue peut etre ensuite diluee a la concentration souhaitee. 
10 L'un ou I'autre de ces procedes comprend en outre avantageusement une 

etape de refroidissement pour solidifier la phase lipidique dispersee. 

Ainsi, selon un autre aspect, ['invention vise des particules lipidiques 
rnonodisperses comprenant un principe actif dissout ou disperse dans un lipide 
cristallisable, susceptibles d'etre obtenues par separation de la phase aqueuse 
15 continue de la composition selon 1'invention. 

La phase aqueuse peut etre eliminee selon l'un des moyens connus en tant 
que tels, comme par exemple la lyophilisation ou I'atomisation. 

La composition selon I'invention donne alors acces a des particules lipidiques 
rnonodisperses et dont la taille est controlable. 
20 Ainsi, la composition selon I'invention est particulierement utile pour la 

preparation de systemes de delivrance de principes acfrfs peu hydrosolubles et/ou 
hydrosolubles. 

L f invention sera mieux comprise au regard des exemples suivants et des 
figures, qui montrent : 

25 

Fig. 1 le temps caracteristique en fonction de la vitesse de cisaillement 

pour la composition de I'exemple 5 ; 
Fig. 2 : le temps caracteristique en fonction du logarithme de la vitesse 

de cisaillement pour la composition de I'exemple 6 et 7 diluee a 
30 1 5% en poids de phase dispersee ; 

Fig. 3 : le logarithme du temps caracteristique en fonction de la vitesse 
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de cisaillement pour la composition de Pexemple 2 et 6, diluees a 
15% en poids de phase dispersee ; 

revolution sur 30 jours de la distribution granulometrique de la 
composition de I'exemple 6; 

revolution sur 30 jours de la distribution granulometrique de la 
composition de I'exemple 7; 

EXEMPLES 

i! est entendu que !es emulsions auxquelles i! est fait reference dans ce qui 
10 suit sont des compositions selon Hnvention, le terme etant utilise afin de mieux 
mettre en lumiere les differentes phases presentes dans les compositions. 

Les emulsions monodisperses ont ete obtenues en preparant d'abord une 
emulsion inverse laquelle a ete soumise a un traitement adapte pour la rendre 
monodisperse. L'emulsion inverse a ete ensuite introduite dans une phase aqueuse 
15 externe pour former une emulsion double. 

Les emulsions simples ont ete obtenues par simple em unification de la phase 
grasse dans la phase aqueuse. 

Exemple 1 

20 Preparation d'une emulsion inverse 

Dans un recipient maintenu a 65°C au bain-marie, on a melange 9,9 
grammes de PEG-30 dipolyhydroxystearate (30 motifs de polyethylene glycol, 
Arlacel P135 de chez UNIQUEMA) et 20,1 g de cire (Suppocire ® DM de chez 
Gattefosse, un melange de glycerides d'acides gras satures de C 8 a Ci 8 ayant un 

25 point de fusion de 42 a 46°C). Dans cette phase grasse a ete disperse 70 g d'une 
solution aqueuse de NaCI ( 0,6 g/l, 0,4M) prealablement chauffee a 65°C. L'emulsion 
obtenue, de type eau dans huile, presentait 70% en poids de phase dispersee. 

L'emulsion obtenue a ete ensuite introduite dans un dispositif "Couette" 
chauffe a 65°C et soumis a un cisaillement defini par une vitesse de rotation a 400 

30 tours/min pour un debit d'injection de 7 ml/min correspondent a une vitesse 
d'injection a 0,7. 



Fig.4 : 
5 Fig. 5 
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L'emulsion obtenue etait calibree avec une taille moyenne de la phase 
dispersee de 400 nanometres et a ete conservee dans une etuve a 70°C. 

Exemple 2 
5 Emulsion double 

40 g de l'emulsion inverse calibree obtenue a I'exemple 1 ont ete dilues dans 
60 g de cire (Suppocire ® DM, melange de glyceride d'acide gras sature de C 8 a Ci 8 ) 
prealablement chauffee a 60°C. 

6 g de l'emulsion inverse calibree diluee ainsi obtenue ont ete ensuite 

10 incorpores, toujours a 65°C, dans 4 g d'une phase aqueuse composee d'eau et de 
8% d'un stabilisant (Gelucire ® 4414, de chez Gatteffosse, melange defini de mono-, 
di-, tri-glycerides et de mono-, di- et triesters de polyethylene glycol et d'acides gras), 
11,5% de glucose et 0,5% d'alginate de sodium HM120L, de chez ALDRICH) pour 
former une emulsion double. Ce pre-melange contenait 60% en poids de phase 

15 dispersee. 

Le pre-melange a ete soumis a un cisaillement dans un dispositif "Couette" de 
150 tours/min pour une vitesse d'injection de 0,7 a une temperature de 65°C. 
L'emulsion obtenue etait calibree avec un diametre moyen de la phase dispersee 
centre autour de 4pm. 

20 Apres emulsification, l'emulsion peut etre diluee a chaud dans une solution 

aqueuse contenant 1 1 ,5% de glucose a la teneur desiree en phase lipidique. Apres 
dilution, l'emulsion etait conservee a 5°C. 

25 

Exemple 3 
Emulsion double 

L'emulsion inverse obtenue a I'Exemple 1 a ete incorporee apres dilution 
comme a I'exemple 2 dans une phase aqueuse contenant seulement 5% de 
30 stabilisant (Gelucire ® 4414) et 0,2% d'alginate de sodium. 

Le pre-melange obtenu comme a I'exemple 2 a ete ensuite cisaille dans un 
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dispositif "Couette" a 75 tours/min a une Vitesse d'injection de 0,7. L'emulsion double 
obtenue etait calibree la taille moyenne de la phase dispersee etant de 6,86pm. 

Exemple 4 
5 Emulsion double 

On a prepare une emulsion double comme a I'exemple 2 sauf que la phase 
aqueuse contenait a titre de stabilisant 4% de PEG-150 distearate (Stepan ® 
PEG6000 DS de chez STEPAN) et 11,5% de glucose. 

Le pre=me!ange a ete cisaiHe a 200 tours/min a une vitesse d ! injection de 0,7 
10 pour aboutir a une emulsion double dont la phase dispersee a un diametre moyen 
centre autour de 4 pm. 

Exemple 5 
Emulsion simple 

5-1 On a incorpore 6g de cire chauffe dans un bain-marie a 60°C (Suppocire 
® DM, melange de glycerides d'acides gras satures de C 8 a C 18 ) dans 4 g de 
solution aqueuse contenant 8% en poids de stabilisant (Gelucire ® 4414 ). 

Le pre-melange a ete ensuite cisaille dans un dispositif "Couette" a 600 
tours/min a une vitesse d'injection de 0,7 pour aboutir a une emulsion simple dont le 
diametre moyen est centre sur 1nm. 

5-2 On a incorpore 6g de cire (Suppocire ® DM, melange de glycerides 
d'acides gras satures de C 8 a Ci 8 ) dans 4 g de solution aqueuse contenant 8% en 
poids de stabilisant (Gelucire ® 4414 ) et 0,5% dTMginate de Sodium. 

Le pre-melange a ete ensuite cisaille dans un dispositif "Couette" a 150 
tours/min a une vitesse d'injection de 0,7 pour aboutir a une emulsion simple dont la 
phase dispersee a un diametre moyen centre sur 6pm. 

Exemple 6 
Emulsion simple 

30 On a incorpore 36, 5g de cire (Suppocire ® DM, melange de glycerides 

d'acides gras satures de C 8 a C 18 ) dans 13,5 g de solution aqueuse contenant 14,5 
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% en poids de stabilisant (Gelucire ® 4414 ), 4,3 % en poids de trehalose et 0,85 % 
en poids d'alginate de sodium comme a I'exemple precedent. 

Le pre-melange a ete ensuite cisaille dans un dispositif "Couette" a 200 
tours/min a une Vitesse d'injection de 0,7 a 58°C pour aboutir a une emulsion simple 
dont la phase dispersee a un diametre moyen centre sur 4,8 urn. 

Exemple 7 
Emulsion simple 

On a incorpore 36, 5g de cire (Suppocire ® DM, melange de glycerides 
d'acides gras satures de C 8 a Ci 8 ) dans 13,5 g de solution aqueuse contenant 6,6 % 
en poids de stabilisant (PEG-150 distearate (Stepan ® PEG6000 DS de chez 
STEPAN) et 4,3 % de trehalose comme a I'exemple 5. 

Le pre-melange a ete ensuite cisaille dans un dispositif "Couette" a 200 
tours/min a une Vitesse d'injection de 0,7 a une temperature de 57°C pour aboutir a 
une emulsion simple dont la phase dispersee a un diametre moyen centre sur 4,8 
urn. 

Stabilite des emulsions 

Les emulsions preparees ont ete caracterisees en termes de stabilite. 

La stabilite des differentes formulations a ete evaluee notamment au moyen 
d'etudes rheologiques. L'ecoulement controle des emulsions a ete etudie dans un 
rheometre a geometrie cone/plan (RS2, ADEMTEC) ayant les caracteristiques 
suivantes: 

- Diametre : 50mm, 

- Angle du cone: 0,04 rad, 

- Gap : 0,0453mm. 

La temperature du rheometre est maintenue constante a 25°C. 

Les emulsions ont ete preparees la veille selon les exemples precedents, 
diluees a la fraction en phase lipidique desiree, puis aliquotees dans des piluliers de 
5ml afin que chaque echantillon subisse le meme processus avant I'etude 
rheologique. Ces echantillons ont ete stockes a 5°C. 
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Avant chaque mesure, le pilulier etait legerement agite (2 ou 3 renversements) 
puis Pemulsion etait versee avec precaution sur le plan. 

On constate une augmentation de la viscosite apres un temps caracteristique 
pour chacune des emulsions etudiees. Cette augmentation de la viscosite 
5 s'accompagne de I'apparition de la texture cremeuse deja remarquee apres agitation 
manuelle. Le temps caracteristique retenu est celui correspondant a la viscosite 
maximale. 

Au microscope, on observe egalement un changement de texture. La texture 
des emulsions est caracterisee par !a presence de globules de faille sensiblement 
10 egale. Lors de I'augmentation de la viscosite, les globules s'agregent pour former 
des clusters irreguliers et anisotropes de phase dispersee. Ce phenomene est 
irreversible. II est suppose que ces clusters conditionnent le phenomene dit de 
"jamming" lors de Tecoulement. 

Le temps caracteristique est depend de la Vitesse de cisaillement (Fig.1). En 
15 effet, on observe que pour une Vitesse de cisaillement croissante le temps 
caracteristique diminue. 

Le temps caracteristique suit une dependance exponentielle du type dont le 
point t est egal a t 0 X (E" Y/yc ) ou 1/yc est le temps caracteristique du phenomene. 
Ainsi, lorsqu'on porte le logarithme du temps caracteristique en fonction de la vitesse 
20 de cisaillement, on obtient une courbe dont Pintercepte a cisaillement nul indique le 
temps de vie du materiau au repos, soit en condition de stockage sans cisaillement. 

Cette courbe est montree a la Figure 2 pour I'emulsion de I'exemple 5 et 6, 
respectivement diluees a 15% en poids de phase dispersee. Ces emulsions different 
principalement par la nature du stabilisant mis en oeuvre. 
25 On constate que le temps caracteristique est superieur pour Temulsion de 

I'exemple 6. Cette observation permet de conclure que la stabilisation de la phase 
dispersee par un compose a chame PEG longue (150 motifs de PEG) assure une 
meilleure stabilite de Temulsion. Au contraire, Temulsion stabilisee par un compose a 
chame PEG plus courte (32 motifs de PEG), presente un temps caracteristique et 
30 done une stabilite inferieure. 

II s'avere en second lieu que le temps caracteristique d'une emulsion simple est 
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inferieur a celui d'une emulsion double comparable. La Figure 3 montre le temps 
caracteristique en fonction de la Vitesse de cisaillement pour les emulsions de 
I'exemple 2 et 5, respectivement diluee a 15% de phase dispersee. Ces emulsions 
sont stabilisees avec le meme compose. Les valeurs du temps caracteristique 
5 indiquent qu'une emulsion double est plus stable qu'une emulsion simple 
comparable. Ainsi, il semble la presence d'une phase aqueuse dispersee dans la 
phase lipidique dispersee de I'emulsion, stabilise I'emulsion et de ce fait allonge le 
temps de vie du systeme. 

Dans un essai complementaire, la stabilite de ia distribution granulometrique 
10 des particules lipidiques dans la suspension a ete observee. 

L'analyse granulometrique a ete realisee au moyen d'un granulomere laser 
MasterSizer S de chez MALVERN avec une cellule de 150 ml en supposant I'indice 
de refraction de la phase dispersee correspondant a celle utilisee dans la 
presentation 30JD. 

15 Les figures 4 et 5 montrent ainsi les distributions granulometriques des 

emulsions de I'exemple 5 et 6 respectivement, dont le diametre moyen des globules 
etait centree autour de 4 p, mesurees a differents intervalles de temps. Entre les 
mesures, les emulsions, diluees a 5% de phase dispersee, etaient conservees a 
5°C. 

20 On constate que I'emulsion preparee avec un stabilisant presentant 150 motifs 

de PEG presente une stabilite encore superieure a celle obtenue avec un stabilisant 
comportant 32 motifs de PEG. 

Exemple 8 

25 

Elimination de la phase aqueuse de ('emulsion par lyophilisation : 

Apres emulsification, Temulsion calibree obtenue a I'exemple 2 a 7 diluee a 
chaud (typiquement 65°C) dans une solution aqueuse contenant 11,5% en poids de 
30 trehalose et 0,25% en poids de hyaluronate de sodium, a hauteur de 5% en poids de 
phase lipidique. 
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L'emulsion est ensuite congelee et placee dans un lyophilisateur (Lyophilisateur 
Lyovac GT2 STERIS et cryostat Phoenix C75P THERMO HAAKE). 
On obtient des particules lipidiques calibrees. 

Les particules obtenues ne presentent pas d'agregation lorsque observees en 
5 microscopie optique (redispersees dans une solution aqueuse contenant un 
tensioactif). 
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REVENDICATIONS 

1. Composition comprenant une phase lipidique monodisperse dispersee 
dans une phase aqueuse continue, dans laquelle la phase lipidique 
comprend au moins un lipide cristallisable, au moins un principe actif et au 
moins un compose stabilisant la phase dispersee comportant deux 
chaTnes d'acides gras et une chaTne polyethylene glycol. 

2. Composition selon la revendication 1, dans laquelle une phase aqueuse 
interne est dispersee dans la phase lipidique dispersee. 

3. Composition selon la revendication 1 ou 2, dans laquelle la phase lipidique 
dispersee a un diametre moyen compris entre 0,3 et 10 micrometres. 

4. Composition selon I'une des revendications 1 a 3, comprenant 0,01 a 30 % 
en poids de phase lipidique. 

5. Composition selon Tune des revendications 1 a 4, comprenant 0,001 a 30 
% en poids de compose stabilisant la phase dispersee. 

6. Composition selon Tune des revendications 1 a 5, dans laquelle la chaine 
de polyethylene glycol comprend 25 a 1000 motifs d'ethylene glycol. 

7. Composition selon Tune des revendications 1 a 6, dans laquelle la phase 
aqueuse continue comprend en outre 0,001 a 10 % en poids d'un 
epaississant. 

8. Composition selon la revendication 7, dans laquelle I'epaississant est un 
sel d'acide alginique. 
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9. Composition selon Tune des revendications 1 a 8, dans laquelle le lipide 
cristallisable est choisi parmi les mono-, di- ou triglycerides decides gras 
naturels ou synthetiques, les cires naturelles ou synthetiques, les alcools 
de cires et leurs esters, les alcools gras et leurs esters et ethers, les 
acides gras et leurs esters, les glycerides d'acides gras et les huiles 
vegetales ou animales hydrogenees, seuls ou en melange. 

10. Composition selon la revendication 9, dans laquelle le lipide cristallisable 
est up. mono-, di- ou triglyceride en C12-C18. 

1 1 . Composition selon Tune des revendications 1 a 10, dans laquelle la phase 
aqueuse continue comprend un agent cryoprotecteur. 

12. Composition selon la revendication 11, dans laquelle r agent 
cryoprotecteur est un polyol ou un sel. 

13. Composition selon Tune des revendications 1 a 12, dans laquelle la phase 
lipidique comprend au moins deux principes actifs. 

14. Composition selon Tune des revendications 1 a 13, dans laquelle la phase 
lipidique comprend au moins un principe actif hydrosoluble. 

15. Composition selon Tune des revendications 1 a 14, dans laquelle la phase 
lipidique comprend au moins un principe actif peu hydrosoluble. 

16. Composition selon Tune des revendications 1 a 15, dans laquelle la phase 
lipidique comprend au moins un principe actif hydrosoluble et au moins un 
principe actif peu hydrosoluble. 

17. Composition selon Tune des revendications 1 a 16, dans laquelle le 
principe actif est choisi parmi le groupe des principes actifs 
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pharmaceutiques, veterinaires, phytosanitaires, cosmetiques, 
agroalimentaires. 

18. Composition selon I'une des revendications 1 a 17, dans laqueile le 
5 principe actif est un detergent, un nutriment, un antigene ou un vaccin. 

19. Composition selon I'une des revendications 1 a 18, dans laqueile le 
principe actif pharmaceutique hydrosoluble est choisi parmi le groupe 
constitue par les antibiotiques, hypolipidemiants, antihypertenseurs, 
agents antiviraux, betabloqueurs, bronchodilatateurs, cytostatiques, agents 
psychotropes, hormones, vasodilatateurs, anti-allergique, antalgique, 
antipyretique, antispasmodique, anti-inflammatoire, anti-angiogenique, 
antibacterien, anti-ulcereux, antifongique, anti-parasitaire, antidiabetique, 
antiepileptique, antiparkinsoninen, antimigraineux, anti-Alzheimer, 
antiacneique, antiglaucomateux, antiasthmatique, neuroleptique, 
antidepresseur.anxiolytique, hypnotique, normothymique, sedatif, 
psychostimulant, anti-osteoporose, anti-arthritique, anticoagulant, 
antipsoriasis, hyperglycemia's, orexigene, anorexigene, antiasthenique, 
anti-constipation, anti-diarrhee, anti-traumatique, diuretique, myorelaxant, 
medicament de I'enuresie, medicament des troubles de I'erection, 
vitamines, peptides, proteines, anticancereux, acides nucleiques, ARN, 
oligonucleotides, ribozymes, ADN. 

20. Composition selon I'une des revendications 1 a 19, dans laqueile le ou les 
25 principes actifs sont associes a un agent modulant I'absorption par voie 

orale ou un inhibiteur enzymatique. 



10 



15 



20 



30 



21. Composition selon la revendication 20, dans laqueile I'inhibiteur 
enzymatique est un inhibiteur de la P-glycoproteine ou un inhibiteur de 
protease. 
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22. Procede de preparation d'une composition comprenant une phase 
lipidique monodisperse dispersee dans une phase aqueuse continue, dans 
laquelie la phase lipidique comprend au moins un iipide cristaliisable, 
au moins un principe actif, et un stabilisant, comprenant les etapes 
consistant a : 

i. introduire dans le Iipide cristaliisable le ou les principes actifs; 

ii. disperser la phase lipidique obtenue dans la phase aqueuse en 
presence d'un stabilisant, pour former une emulsion ; 

iii. soumettre I'emulsion obtenue a un cisaiHement pour former une 
emulsion monodisperse. 

23. Procede de preparation d'une composition comprenant une phase 
lipidique monodisperse dispersee dans une phase aqueuse continue, dans 
laquelie la phase lipidique comprend au moins un Iipide cristaliisable, 
au moins un principe actif, un stabilisant et en outre une phase aqueuse 
dispersee, comprenant les etapes consistant a : 

disperser une solution aqueuse comprenant le ou les principes actifs dans 
le Iipide a I'etat fondu contenant le cas echeant un ou plusieurs principes 
actifs en presence d'un agent tensioactif lipophile; 

i. soumettre Temulsion obtenue a un cisaiHement afin de la 
rendre monodisperse ; 

ii. incorporer Pemulsion monodisperse dans une phase aqueuse 
en presence d'un stabilisant pour former une emulsion 
double ; 

iii. soumettre Temulsion double obtenue a un cisaiHement pour 
former une emulsion double monodisperse. 

24. Procede selon Tune des revendications 22 ou 23, comprenant en outre 
une etape de refroidissement pour solidifier la phase lipidique dispersee. 
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25. Procede de preparation de particules lipidiques monodisperses 
comprenant au moins un principe actrf comprenant I'elimination de la 
phase aqueuse d'une composition preparee selon le procede de Tune des 
revendications 22 a 24. 

5 

26. Procede selon la revendication 25, dans lequel la phase aqueuse est 
eliminee par lyophilisation, si necessaire apres dilution de la composition 
dans une solution contenant un agent cryoprotecteur. 

10 27. Utilisation des compositions selon Tune des revendications 1 a 21 ou des 

particules lipidiques monodisperses susceptibles d'etre obtenues selon les 
procedes selon Tune des revendications 22 a 26 pour la preparation de 
systemes de delivrance de principes actifs. 
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